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Abstract Discussed in the present paper is the systematic position of Beesia , a small ranun- 
culaceous genus mainly distributed in SW China. Sequences of the internal transcribed spac- 
ers (ITS) and 3’ end of 5.8 S rRNA gene of Beesia calthifolia , Trollius chinensis, Cimi- 
cifuga acerina, C. brachycarpa and Actaea asiatica were determined by direct PCR se- 
quencing method. The sequences of ITS-1 in the five species range from 225 bp to 232 bp in 
size and those of ITS-2 from 201 bp to 217 bp. Beesia is very similar to Cimicifuga and Ac- 
taea not only in size, sequence and С + С content of ITS, but also in sequence of 3' end of 
5.8 S rRNA gene. In PAUP analysis, Ranunculus enysii was used as outgroup, and the 
most parsimonious tree was obtained through exhaustive search. The gaps were treated re- 
spectively as missing characters and the fifth base in two analyses. The two analyses show 
that a monophyletic group comprising Beesia calthifolia, Cimicifuga acerina, C. brachy- 
carpa and Actaea asiatica is strongly supported by the bootstrap value. In the monophyletic 
group, Beesia calthifolia is basal to the other three species. The present DNA sequence 
analysis demonstrates that the genus Beesia should be placed in the tribe Cimicifugeae, 
which is consistent with the results from phytochemistry, palynology and cytology. In addi- 
tion, Beesia may be the most original genus in the tribe Cimicifugeae in view of simple leaf, 
apetalous flower and molecular evidence. 
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摘要 ”对 Beesia calthifolia 等 5 种 金莲 花 亚 科 植物 的 核糖 体 DNA 中 的 内 转录 间隔 区 (ITS) 序 列 及 5.8 5 
ТЕМА 基因 的 3 端 序列 进行 了 测定 。 这 几 种 金莲 花 亚 科 植物 的 ITS-] 的 长 度 范 围 为 225 一 232 bp, ITS-2 
的 长 度 范围 为 201 一 217 bpo B. calthifolia 的 ITS1(227 bp) 和 ITS-2(215 bp) 的 长 度 及 序列 均 与 升 麻 
属 及 类 叶 升 麻 属 植物 相近 ,其 5.8 S rRNA 基因 的 3“ 端 序列 也 近乎 与 升 麻 属 及 类 叶 升 麻 属 植物 完全 一 臻 
〈 仅 一 个 碱 基 缺 失 的 差异 ) ,但 其 在 上 述 几 方面 均 与 金莲 花 属 植物 相差 甚 远 。 以 Ranunculus enysii 作为 
外 类 群 ,运用 PAUP 软件 进行 的 系统 发 育 分 析 表 明 : В. calthifolia , Cimicifuga acerina ‚С. brachycarpa 
和 Actaea asiatica 形成 一 个 单 系 群 ,并 得 到 bootstrap 分 析 的 极 强 支持 ,B，calthifolia 位 于 这 一 单 系 群 的 
基部 。 这 一 ОМА 序列 分 析 结 果 与 来 自 植物 化 学 、 孢 粉 学 和 细胞 学 的 研究 结果 相 易 合 , 更 进一步 支持 铁 
破 锣 属 是 升 麻 族 的 自然 成 员 ,并 下 能 是 升 麻 族 中 一 个 最 原始 的 类 群 。 

关键 词 ” 铁 破 锣 属 ; LEK: 升 麻 族 ; ITS; 分 子 系统 发 育 
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铁 破 锣 属 Beesia 是 毛 黄 科 中 的 一 个 小 属 , 仅 含 В. calthifolia WB. deltophylla 2 个 
种 。 前 者 主要 分 布 于 我 国 西南 部 ,后 者 仅 分 布 于 西藏 墨 脱 ( 肖 培 根 ,1979)。.Balfour & 
Smith (1915) 建立 铁 破 锣 属 时 ,认为 该 属 与 白 根 莫 属 Glaucidium 和 北美 黄连 属 Hy- 
drastis 相近 。 自 铁 破 锣 属 建立 以 后 ,对 其 作为 一 个 属 的 等 级 未 提出 任何 异议 ,但 其 系统 位 
в ЕЎ, Hutchinson (1923) 根据 花 多 数 和 圆锥 花序 这 2 个 性 状 将 铁 破 锣 属 与 
黄 三 七 属 Souliea SHRB Cimicifuga 、 类 叶 升 麻 属 Actaea 和 黄 根 属 Xanthorrhiza 放 在 一 
起 ,组 成 升 麻 亚 族 Subtrib，Cimicifuginae, 首 次 提出 了 铁 破 锣 属 与 升 麻 属 等 类 群 间 的 亲缘 
关系 。Janchen (1949) 根据 蜜 叶 ( 退 化 雄 蔓 ) 形 态 也 将 铁 破 锣 属 置 于 升 麻 亚 族 ,但 其 升 麻 
亚 族 不 包括 黄 根 属 ,而 包括 垂 果 升 麻 属 Anemonopsis。Tamura (1966) 在 其 毛 黄 科 系 统 中 
将 铁 破 锣 属 和 驴 蹄 草 属 Caltha ZEB Trollius, Megaleranthis 属 及 鸡 爪 草 属 Calath- 
odes 归 在 一 起 ,组 成 金莲 花 族 Trib. Trollieae (隶属 金莲 花 亚 科 Helleboroideae) ,上 且 认为 铁 
破 锣 属 是 金莲 花 族 向 升 麻 族 Trib. Cimicifugeae 演化 的 过 滤 类 群 ,他 对 铁 破 锣 属 的 系统 处 
理 得 到 Takhtajan (1987) 的 支持 。Tamura (1990) 对 其 毛 其 科 系统 作 了 进一步 修改 ,他 将 
金莲 花 亚 科 分 为 铁 饥 子 族 Trib，Helleboreae、 升 麻 族 、 黑 种 草 族 Trib. Nigelleae MR ЖЖ 
Trib. Delphinieae 共 4 个 族 ,在 铁 生子 族 中 下 设 3 个 亚 族 , 即 怠 蹄 草 亚 族 Subtrib，Calthi- 
пае (相当 于 蛛 系统 中 的 金莲 花 族 , 但 不 包括 铁 破 锣 属 ) 、 铁 破 锣 亚 族 Subtrib，Beesinae( 仅 
含 铁 破 锣 属 ) 和 铁 筷子 亚 族 Subtrib. Helleborinae。 综 上 所 述 ,该 属 应 放 在 金莲 花 族 ,还 是 
应 放 在 升 麻 族 ,或 应 将 该 属 单 立 出 来 ,是 铁 破 锣 属 系统 位 置 的 争论 焦点 。 

近年 来 ,分 子 系统 学 这 一 新 兴 交 叉 学 科 的 发 展 给 上 述 问 题 的 解决 提供 了 便利 条 件 。 
核糖 体 DNA 中 的 内 转录 间隔 区 (ITS) 序 列 已 被 广泛 用 于 植物 属 内 、 近 缘 属 间 乃至 科 内 的 
系统 发 育 研 究 (Baldwin etal., 1995; Sang et al., 1995), 但 ITS 序列 分 析 在 毛 芮 科 中 的 
研究 实例 还 很 少 (Ro, McPheron, 1997; Hodges, Arnold, 1994)。 本 文 从 金莲 花 族 和 升 麻 
族 中 选择 代表 类 群 (包括 铁 破 锣 属 ) ,分 别 测定 这 些 类 群 的 ITS 序列 ,并 利用 GenBank 中 
其 它 毛 其 科 植 物 的 ITS 序列 进行 系统 发 育 分 析 , 从 分 支 分 类 学 和 遗传 距离 角度 探讨 铁 破 
锣 属 的 系统 位 置 。 











1 材料 与 方法 
1.1 材料 来 源 
5 种 金莲 花 亚 科 植物 ( 均 属 金莲 花 族 或 升 麻 族 ) 自 野外 引入 温室 栽培 ,其 来 源 见 表 1。 
表 1 材料 来 源 
Table 1 Тһе origin of materials 
Species Locality Voucher 

eh нд: ГА Mt. Jinfo, Nanchuan, Sichuan Мапе Xiao quan 90131 

Cimicifuga brachycarpa Hsiao Mt. Jinfo, Nanchuan, Sichuan Wang Xiao-quan 938231 

Actaea asiatica Hara Xiaolongmen, Beijing Wang Xiao-quan 91728 

Beesia calthifotia (Maxim. } Ulbr. Mt. Ziyun, Xinning, Hunan Yang Qin-er 941 


Trollius chinensis Bunge Mt. Baihua, Beijing Wang Xiao-quan 93731 
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1.2 总 ОМА 提取 
用 于 DNA 提取 的 材料 均 为 新 鲜 叶 片 ( 取 自 温室 栽培 的 个 体 ) ,总 ОМА 提取 方法 为 
СТАВ 法 (Rogers, Bendich, 1988), 但 当 1V СТАВ 沉淀 液 沉 淀 DNA 的 产 率 很 低 时 ,将 上 
清 液 继续 用 ТУ 异 丙 醇 沉淀 。 
1.3 ITS 序列 的 获得 

用 于 ITS 扩 增 的 引物 .ITS 的 扩 增 及 纯化 方法 、 测 序 反 应 及 检测 方法 同 汪 小 全 和 李 振 
(1998), Trollius ranunculoides ，Coptis trifolia 和 Ranunculus enysii 的 ITS 序列 取 自 
GenBank (Accession number 分 别 为 X83849、X83846 和 X83848) ,并 仅 含 ITS-2 序列 (Ox- 
elman, Liden, 1995), 
1.4 序列 分 析 及 系统 树 构建 

ITS-1 的 范围 根据 水 稻 rDNA 序列 (Takaiwa et al., 1985) 确定 , ITS-2 的 范围 根据 
Trollius ranunculoides 的 ITS-2(Oxelman，Liden，1995) 确 定 。 序 列 排列 用 CLUSTAL У 
软件 (Higgins，1994) 完 成 。 排 列 好 的 序列 用 PAUP 3.1.1 系统 发 育 分 析 软 件 进行 分 析 
(Swofford, 1993) , 碱 基 处 理 作 Fitch 性 状 (无 序 ) , 缺 阶 (gap) 分 别处 理 作 缺失 (missing) 和 
第 五 碱 基 (fifth base) 状 态 作 2 种 分 析 , Ranunculus enysii 作为 外 类 群 。 最 简约 树 采 用 竭 
力 法 (Exhaustive) 寻 找 。 为 进一步 判断 简约 树 中 各 分 支 的 可 信 度 ,本 文采 用 bootstrap 检 
验方 法 (500 次 重复 )。 | 


2 Ж 


本 文 共 测 得 5 种 金莲 花 亚 科 植物 的 ITS-1 和 ITS-2 的 完整 序列 以 及 5.8 5 rRNA 基 
因 3' 端 的 85 个 碱 基 序列 。ITS-1 的 长 度 范围 为 225 一 232 bp, ITS-2 的 长 度 范围 为 201~ 
217 bp, Beesia calthifolia 的 ITS-1(227 bp) 和 ITS-2(215 bp) 在 长 度 及 GC 含量 上 均 与 升 
麻 属 及 类 叶 升 麻 属 植物 相近 ,但 Trollius chinensis 的 175-1 序列 中 的 GC 含量 显著 高 于 
КЕЛИНЕ ЕНЕ (Ж 2)。 


表 2 铁 破 锣 与 其 它 4 种 金莲 花 亚 科 植 物 的 ITS-1 和 ITS-2 的 长 度 及 其 GC 含量 
Table 2 Sizes апа percent С + С content of ITS-1 апа ITS-2 of Beesia calthifolia and other 
four species of the subfamily Helleboroideae 








Species ITS-1 ITS-2 
Ѕіге(Ьр) G+C(%) Size( bp) G+C(%) ` 
Cimici fuga brachycarpa 225 45 215 51 
Cimicifuga acering 225 44 215 53 
Actaea asiatica 226 43 217 49 
Beesia calthifolia 227 45 215 51 
Trollius chinensis 232 53 201 54 


排列 后 的 ITS-1,5.8 S rRNA 基因 3' 端 及 ITS-2 序列 见 图 1，Beesia calthifolia 的 
ITS 序列 与 升 麻 属 及 类 叶 升 麻 属 植物 的 ITS 序列 间 的 同 源 性 程度 很 高 ,但 其 与 金莲 花 属 
植物 ITS 序列 间 的 同 源 性 程度 很 低 。Trollius chinensis 的 5.8 S rRNA 基因 З 端 序列 与 
铁 破 锣 属 、 升 麻 属 及 类 叶 升 麻 属 植物 相 比 均 有 较 大 差异 ( 共 发 生 4 个 碱 基 替换 及 一 个 碱 基 
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缺失 ) ,相反 ,Beesia calthifolia 与 升 麻 属 及 类 叶 升 麻 属 植物 在 5.8 5 rRNA 基因 3 端 序列 
上 的 差异 很 小 ( 仅 一 个 碱 基 缺失 事件 )。PAUP 分 析 得 到 $ 种 金莲 花 亚 科 植 物 的 ITS 及 部 
分 5.8 S rRNA 基因 序列 间 的 绝对 遗传 距离 ( 核 苷 酸 差异 数 ) 和 平均 遗传 距离 见 表 3。 


RI 铁 破 锣 与 其 它 4 种 金莲 花 亚 科 植 物 的 ITS 及 5.8 S rRNA 基因 3 端 序列 间 的 
绝对 遗传 距离 和 平均 遗传 距离 
Table 3 Pairwise genetic distances of ITS and partlial 5.8 S rRNA gene (3' end) sequences of 
Beesia calthifolia and other 4 species in the Helleboroideae 





1 2 3 4 5 
1 Cimicifuga brachycarpa = 0.057 0.050 0.109 0.200 
2 Cimicifuga acerina 30 = 0.070 0.115 0.214 
3 Actaea asiatica 26 37 = 0.126 0.221 
4 Вееѕіа calthifolia 57 60 66 = 0.232 
5 Trollius chinensis 101 108 112 117 = 


Beesia calthifolia 与 Trollius chinensis 间 的 平均 遗传 距离 (0.232) 是 其 与 升 麻 属 及 类 
叶 升 麻 属 植物 间 平 均 遗 传 距离 (0. 109 一 0. 126) 的 两 倍 左右 , 且 Trollius chinensis 与 升 麻 
属 及 类 叶 升 麻 属 植物 间 的 平均 遗传 距离 (0.200 一 0.221) 均 很 大 。 


Cimicifuga brachycarpa 


Actaea asiatica 


Cimicifuga acerina 


Beesia calthifolia 





Trollius chinensis 


Trollius ranunculoides 


Coptis trifolia 








Ranunculus enysii 





图 2 ÆF ITS Е 5.8 5 rRNA WN 3 REI EE RR 6 Щ 8 ЖШ И ЖР. 3 ЖКН ЖЛ MRA 
换 的 数目 ,括号 内 的 数值 表示 bootstrap 分 析 对 该 分 支 的 支持 强度 (百分比 )。 该 系统 树 的 长 度 为 268 步 ,其 CI 值 和 RI 
值 分 别 为 0.877 和 0.734。 

Fig.2 Опе of two most parsimonious trees constructed from sequence analysis of ITS and partial 5.8 S rRNA gene (3'end) 
of 8 species of 6 genera in the Ranunculaceae. The tree has 268 steps, with CI=0. 877 and RI=0. 734. Bootstrap values in 
parentheses are indicated below the branches, and the other values on the branches indicate the number of substitutions. 


X рар 处 理 作 缺失 状态 时 ,用 Exhaustive 法 寻找 得 到 两 个 最 简约 树 ,其 中 一 个 简约 树 
如 图 2 所 示 。 该 简约 树 的 长 度 为 268 步 , 其 一 致 性 指数 (CI) 和 维持 性 指数 (RI) 值 分 别 为 
0.877 和 0.734。 Beesia calthifolia , Actaea asiatica ‚ Cimicifuga brachycarpa 和 Cimicifu- 
ва acerina 形成 一 个 单 系 群 ,并 得 到 了 bootstrap 分 析 的 极 强 支持 (99% ) , Beesia calthifolia 
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位 于 这 一 单 系 群 的 基部 , 它 与 升 麻 属 及 类 叶 升 麻 属 植物 拥有 45 个 共 衍 征 。 另 一 个 简约 树 
的 结构 与 图 2 极为 相似 , 仅 Coptis trifolia 位 于 所 有 其 它 内 类 群 基部 而 赂 有 差异 。 当 gap 
处 理 作 第 五 碱 基 状态 时 ,竭力 法 寻找 仅 得 到 一 个 最 简约 树 ,该 简约 树 的 结构 与 图 2 完全 一 
致 , 且 由 Beesia calthifolia , Actaea asiatica , Cimicifuga brachycarpa 和 和 Cimicifuga acerina 
组 成 的 单 系 群 得 到 了 bootstrap 分 析 的 100% 支 持 。 
3 讨论 
3.1 铁 破 锣 属 是 升 麻 族 的 自然 成 员 

植物 化 学 研究 表明 铁 破 锣 属 植物 与 升 麻 族 植物 (sensu Tamura, 1966) 均 较 特 殊 , 均 不 
含 毛 其 科 的 特征 性 化 学 成 分 一 一 毛 芒 起 或 木兰 花 碱 ( 肖 培 根 ,1980); 孢 粉 学 研究 表明 铁 
破 锣 属 与 升 麻 族 植物 具有 类 似 的 花粉 外 壁 纹饰 及 花粉 壁 结构 (Wang et al., 1993); 细胞 
学 研究 表明 铁 破 锣 属 与 升 麻 族 植物 具有 极为 相似 的 核 型 ,尤其 是 共有 5 对 大 型 的 m 染色 
体 (Wang et al., 1994; 杨 亲 二 等 ,1995)。 相 反 , 铁 破 锣 属 与 金莲 花 族 植物 (sensu EX 
采 ,1979) 在 上 述 几 方面 均 相差 甚 远 。 本 文 的 ITS 序列 分 析 进 一 步 表明 :(A) 铁 破 锣 属 不 
{ЯЛЕ ITS 的 长 度 及 GC 含量 上 与 升 麻 属 及 类 叶 升 麻 属 植物 相近 ,而 且 其 ITS 序列 与 升 麻 
属 及 类 叶 升 麻 属 植物 的 ITS 序列 具有 很 高 的 同 源 性 ,排序 时 需要 插入 的 gap 少 且 短 ( 除 一 
个 两 碱 基 рар 外 ,其 它 均 为 一 个 碱 基 ); 相 反 , 铁 破 锣 属 的 ITS 序列 与 金莲 花 属 植物 的 ITS 
序列 间 的 同 源 性 程度 很 低 。(B) 铁 破 锣 属 的 5.8 S rRNA 基因 3 端 序列 与 升 麻 属 及 类 叶 
升 麻 属 植物 近乎 完全 一 致 ( 仅 一 个 碱 基 缺 失 的 差异 ) ‚ПП ЕЛЕЕ ИН 5.8 S rRNA 
基因 3' 端 序列 相 比 发 生 了 4 个 碱 基 转 换 。5.8 S rRNA 基因 是 一 个 高 度 保守 的 结构 基因 ， 
Suh et al. (1993) 研 究 发 现 整个 林 仙 科 Winteraceae 植物 的 5.8 S rRNA 基因 全 序列 中 仅 
有 6 个 位 点 发 生变 异 ,金莲 花 属 植物 的 5.8 S rRNA 基因 3 端的 85 个 碱 基 中 却 有 4 个 碱 
基 与 铁 破 锣 属 植物 有 差异 ,这 无 疑 说 明 铁 破 锣 属 植物 与 金莲 花 属 植物 关系 较 远 。 上 述 事 
实 均 说 明 铁 破 锣 属 与 升 麻 属 及 类 叶 升 麻 属 所 属 的 升 麻 族 植物 具有 很 近 的 亲缘 关系 ,而 与 
金 莫 花 属 所 属 的 金莲 花 族 植物 间 的 关系 较 远 , 铁 破 锣 属 是 升 麻 族 的 一 个 自然 成 员 。 这 一 
结论 在 最 简约 树 ( 图 2) 上 同样 得 到 反映 , 即 铁 破 锣 与 升 麻 属 及 类 叶 升 麻 属 植物 构成 一 个 
单 系 群 , 且 这 一 单 系 群 得 到 bootstrap 分 析 的 99% 支 持 。 
3.2， 铁 破 锣 属 在 升 麻 族 中 的 系统 位 置 

Tamura (1966) 将 铁 破 锣 属 置 于 金莲 花 族 主要 依据 该 属 具 单 叶 、 根 状 茎 不 发 达 、 有 限 
花序 、. 花 少 并 稀 琉 排列 .无 花瓣 、 花 序 与 地 上 茎 不 能 截然 分 开 等 特征 ,但 这 些 性 状 并 不 仅仅 
出 现 于 金莲 花 族 中 ,其 中 一 部 分 性 状 (如 单 叶 ` 有 限 花序 ) 是 毛 芮 科 植物 的 祖 征 , 另 一 部 分 
性 状 (如 花 辩 ) 在 毛 莽 科 中 不 是 单 次 起 源 的 ,因而 这 些 性 状 不 适用 于 较 高 分 类 等 级 (如 族 ) 
的 系统 划分 。 事 实 上 , 角 叶 铁 破 锣 В. deltophylla 的 叶 基 部 呈 耳 状 突出 ,已 呈现 向 三 出 复 
叶 演 化 的 趋势 ; 铁 破 锣 属 植物 虽 无 发 达 的 根 状 茎 ,但 其 根 状 茎 的 形态 与 升 麻 族 植物 极为 相 
似 , 而 与 金 茵 花 族 植物 相差 其 远 ; 铁 破 锣 的 花序 ( 复 聚 伞 花 序 ) 明 显 是 聚 伞 花 序 向 升 麻 族 的 
复 总 状 花 序 过 渡 的 中 间 类 型 ,因此 铁 破 锣 属 的 很 多 形态 特征 也 可 与 升 麻 族 植物 联系 起 来 。 
尽管 如 此 , 铁 破 锣 属 的 单 叶 和 无 花瓣 两 个 特征 相对 于 同族 的 黄 三 七 属 . 垂 果 升 麻 属 、 升 麻 
属 及 类 叶 升 麻 属 是 较 原始 的 , 它 与 升 麻 属 及 类 叶 升 麻 属 间 的 遗传 距离 明显 大 于 升 麻 属 与 
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类 叶 升 麻 属 间 的 遗传 距离 ( 表 3) ,其 在 简约 树 上 也 位 于 升 麻 族 其 它 成 员 的 基部 ,因此 铁 破 
锣 属 可 能 是 升 麻 族 植物 中 最 原始 的 一 个 类 群 。 


致谢 杨 亲 二 先生 提供 部 分 实验 材料 ,特此 致谢 。 
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